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BIOEOOLS

BIOTOOLS B&M LABS.S.A.

BIOTOOLS HIGH RETROTRANSCRIPTASE-STARTER
KIT

REF. FORMATO CONTENIDO

10.081 50 rxns Biotools High Retrotranscriptase-Starter Kit

10.082 100 rxns Biotools High Retrotranscriptase-Starter Kit
Biotools High Retrotranscriptase-Starter Kit

10.091 50 rxns with Random Primers

Biotools High Retrotranscriptase-Starter Kit

10.092 100 rxns with Random Primers

Biotools High Retrotranscriptase-Starter Kit

10.061 50 xns with Oligo (dT) Primer

Biotools High Retrotranscriptase-Starter Kit

10.062 100 xns with Oligo (dT) Primer

Almacenar a -20°C

Uso exclusivo en investigacion. No para uso en procedimientos diagnésticos

Aviso a usuarios: Algunas de las aplicaciones que pueden llevarse a cabo con este producto estan cubiertas por patentes
aplicables en ciertos paises. La adquisicion de este producto no incluye o provee de una licencia para realizar aplicaciones
patentadas. En algunos casos, los usuarios tienen la obligacién de adquirir una licencia, dependiendo del pais y/o la aplicacion.
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1. DESCRIPCION

Biotools High Retrotranscriptase-Starter Kit es un sistema completo para la
sintesis eficiente de la primera cadena de ADNc. El kit utiliza la Biotools High
Retrotranscriptase, una nueva retrotranscriptasa recombinante termoestable que
carece de actividad RNasa H. Esta enzima permite la sintesis de ADNc en un rango
amplio de temperatura, entre 40°C y 65°C, resolviendo problemas frecuentes de
moldes ricos en GC y/o con elevado porcentaje de estructuras secundarias sin la
incorporacién de aditivos de reaccion.

El Biotools High Retrotranscriptase-Starter Kit se suministra con Oligo (dT);5s Primer
y/o Random Primers. Los Random Primers se unen de forma inespecifica y
permiten sintetizar la primera hebra de ADNc utilizando como molde todos los ARNs
presentes en la muestra. El Oligo (dT);s Primer anilla selectivamente en la cola
poly(A) del extremo 3’ del ARN, sintetizando ADNc sélo a partir de los ARNm. En
tanto, los primers especificos de secuencia pueden ser utilizados con el kit para la
sintesis del ADNc a partir de un ARN especifico. Entre los componentes del kit se
encuentra un inhibidor de RNasas recombinante, High RNase Inhibitor, que protege
al ARN de su degradacion por RNasas A, By C.

La primera cadena de ADNc sintetizada por la Biotools High Retrotranscriptase
puede ser utilizada para ensayos posteriores como: clonaje, RT-PCR y gRT-PCR.

2. REACTIVOS INCLUIDOS EN EL KIT

. Biotools High Retrotranscriptase: Provista en buffer de almacenamiento:
Tris-Acetate 5 mM (pH 8.0), KCI 15 mM, EDTA 1.5 mM, inhibidores de
proteasas y glicerol 50% (v/v).

. 10X High RT Reaction Buffer: Tris-HCI 100 mM (pH 9.0), KClI 500 mM y DTT
1 mM.

. 100 mM MgSO, Solution

. High RNase Inhibitor: Este inhibidor se proporciona a una concentracion de
40 U/ul en buffer de almacenamiento: HEPES-NaOH 20mM (pH 7.5), NaCl 50
mM, DTT 8 mM, detergente ELUGENT™ 0.03% (v/v) y glicerol 50% (v/v).

. Oligo (dT);s Primer: Suministrado en alguna de las versiones del kit en
formato liofilizado (30pg, 6.7nmol).

. Random Primers: Suministrado en alguna de las versiones del kit en formato
liofilizado (30pg, 17nmol).

. dNTP Mix, 10 mM each: La mezcla de los cuatro deoxinucleétidos (dATP;
dCTP; dGTP y dTTP) se suministra a una concentracién equimolar (10 mM de
cada uno) en solucién acuosa.

. Nuclease Free Water

3.MANIPULACION Y ALMACENAMIENTO

Los Random Primers y Oligo (dT);s Primer son suministrados en formato liofilizado y
pueden ser conservados a 4°C o a -20°C. Una vez resuspendidos en agua libre de
nucleasas a una concentracion adecuada (ej. 0.5 upg/ul) los primers deberan
conservarse a -20°C.

Los deméas componentes del kit se conservan a -20°C en un congelador de
temperatura constante hasta la caducidad indicada en la etiqueta respectiva.

Evitar la exposicion de los reactivos a cambios de temperatura frecuentes.
Para uso rutinario realizar alicuotas a fin de reducir los ciclos de congelacién/
descongelacion.
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4.CONSIDERACIONES GENERALES

Molde: El éxito de la transcripcion inversa depende en gran medida de la
integridad y pureza del ARN utilizado como molde. Las muestras de ARN deben
de tener una ratio Azeol2s0 2 1.7. Para obtener resultados 6ptimos el ARN molde
debe encontrarse libre de ADN contaminante. Una proporciéon pequefia de ADN
gendmico residual en las muestras de ARN puede ser amplificada junto con el
ADNCc. A fin de eliminar el ADN contaminante, las muestras de ARN pueden ser
previamente tratadas con DNasa | libre de RNasas.

La presencia de residuos de purificacion en la muestra (ej. SDS, NaCl, heparina,
tiocianato de guanidina) puede interferir con en la amplificaciéon del ADNc. Los
inhibidores pueden eliminarse incluyendo un paso de purificacién adicional con
etanol seguido de un lavado con etanol 70%. Nosotros recomendamos utilizar el
Speedtools Total RNA Extraction kit para la purificacién del molde de ARN.

Para la sintesis de la primera hebra de ADNc puede utilizarse como molde ARN
total o ARNm; el ARN total suele ser suficiente para la mayoria de los analisis de
RT-PCR. La cantidad de ARN necesaria para llevar a cabo la sintesis de ADNc
depende de la abundancia del ARN de interés, del tipo de molde utilizado y del
cebador seleccionado. Las cantidades recomendadas se encuentran entre 10 ng
y 5 ug para ARN total y entre 1 ng-500 ng para ARNm.

Concentracion de MgS04: La concentracion de MgSO, en la reaccion debe ser
optimizada para cada combinacién de molde/primer. Nosotros recomendamos
comenzar con una concentracion de 3 mM.

Seleccién de Primer: La selecciéon del cebador adecuado para la trascripcion
inversa variara dependiendo del molde de ARN (ej. contenido en GC, presencia
de estructuras secundarias, entre otras) pudiendo seleccionar entre Oligo (dT)
Primer, Random Primers, o un primer especifico de secuencia.

El Oligo (dT);s Primer es utilizado para anillar con la cola poli(A)+ de los ARNm
de eucariotas. Este cebador suele garantizar la sintesis de ADNc mas extensos,
siendo el primer de eleccién cuando se busca sintetizar ADNc full-length.
Concentracion recomendada: 1-10 uM en la mezcla de reaccién.

Los Random Primers hibridan en diferentes puntos de la secuencia del molde y
son de gran utilidad tanto para moldes de ARNm largos como para moldes con
un porcentaje elevado de estructuras secundarias. En caso de utilizar Random
Primers para la sintesis de ADNc, la proporcién de primer y molde debera
seleccionarse en funcion de la extensién del producto deseado; ratios superiores
producen ADNc mas cortos. Nosotros recomendamos utilizar entre 150-250 ng
de primer como punto de partida para la optimizacién.

El uso de Primer Especifico de Secuencia permite el anillamiento a un segmento
definido del molde y se utiliza para la sintesis de ADNc a partir de un ARNm
especifico; su uso esta recomendado cuando la cantidad de molde es limitante y
se busca un ADNc en particular. El primer debera tener una Tm elevada para
realizar la retrotranscripcion entre 45-47°C (temperatura 6ptima de la High
Retrotranscriptase). La concentracion de primer es conveniente optimizarla
experimentalmente y suele variar entre 0.1-1 uM.

Biotools dispone de diferentes variantes del High Retrotranscriptase-Starter Kit. La
version méas completa (High Retrotranscriptase-Starter Kit) se suministra con Oligo
(dT)1s Primer y Random Primers, las demas versiones sélo incluyen una de las
variantes de primers: Oligo (dT);s Primer o Random Primers (ver Informacién para
Pedidos en el punto 7).
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High RNase Inhibitor: Es un inhibidor de RNasa recombinante de mamiferos
suministrado a una concentracion de 40 U/ul. El High RNase Inhibitor protege al
ARN de su degradacién y mejora el rendimiento del ADNc sintetizado. Este
inhibidor bloquea, mediante unidbn no competitiva, la actividad de un espectro
amplio de RNasas incluyendo las RNasas A, By C.

Sintesis de ADNc: Si bien la Biotools High Retrotranscriptase no requiere una
etapa de desnaturalizacion previa a la extension, ésta puede incluirse incubando
en un tubo independiente soélo el primer y el molde de ARN a 95°C durante 2 min
(o bien 10 min a 65°C). No incubar la enzima a 95°C, ésta puede inactivarse. Una
vez finalizado este proceso la mezcla de primer y molde se refrigera y se
adiciona a la mezcla de reaccion.

Temperatura: La Biotools High Retrotranscriptasa es una transcriptasa inversa
termoestable que trabaja en un rango amplio de temperatura, entre 40-65°C.
Nosotros recomendamos realizar la retrotranscripcion a 45-47°C ya que ademas
de ser la temperatura de trabajo 6ptima de esta enzima, minimiza complicaciones
ocasionadas por la presencia de estructuras secundarias o de un contenido en
GC elevado en el molde, y favorece la sintesis del ADNc full-length.

La temperatura idénea para la sintesis de ADNc depende no sélo de la
transcriptasa inversa sino también de la longitud del ADNc deseado, del
contenido en GC del molde de ARN y del cebador seleccionado para llevar a
cabo la sintesis. Para transcritos >4kb incrementar el tiempo de elongacién hasta
60 min. Para favorecer la obtencién de ADNc full-length se recomienda realizar la
transcripcién inversa a temperaturas mas bajas por periodos de tiempo
prolongados (£60min).

En caso de utilizar Random Primers, es conveniente reducir la temperatura de
incubacién para favorecer el anillamiento con el molde de ARN. Para estos
cebadores se recomienda realizar la sintesis de ADNc en dos etapas: 10 min a
25°C seguido de 30 min a 47°C. Para Oligo (dT);s Primer la extensiéon se podra
realizar alrededor de los 47°C.

Cantidad de Biotools High Retrotranscriptase: utilizar entre 0.25-1 ul de enzima por
reaccion de 20 ul, dependiendo de la cantidad de molde en la reaccion. Utilizar
aproximadamente 0.5 ul para 1 pg de molde de ARN total.

5. PROTOCOLO PARA LA SINTESIS DE ADNc
Materiales que deberéan ser aportados por el usuario:
* Molde de ARN

A fin minimizar el riesgo de contaminacion con RNasas utilizar guantes libres de polvo,
material plastico estéril y libre de nucleasas y puntas con filtro.

1.-Descongelar los reactivos necesarios y mantenerlos en hielo. Realizar una
centrifugacion rapida antes de su dispensacion. Es recomendable incluir un control
de reaccion sin Biotools High Retrotranscriptase a fin de examinar la posible
contaminacion de las muestras con ADN.

2.-Opcional: Preparar la mezcla de molde/primer en viales de reaccion libres de
nucleasas y mantenerlos en hielo (ver instrucciones en Tabla 1).

TABLA 1. Preparacion de la mezcla molde/primer

COMPONENTE | cConcentracion Final | 15 pirxn
ARN Molde variable* x pl
Oligo (dT);5 Primer 1-10 uM x ul

O Random Primers 150-250 ng x pl

O Primer Especifico 0.1-1 uM x pl
Agua libre de nucleasas - Hasta 15 pl

*10ng-5ug de ARN total 6 1-500ng de ARNm

3.- Desnaturalizacion: Incubar 2 min a 95°C (6 10 min a 65°C). Enfriar y mantener
los viales en hielo.

4.- Preparar la mezcla de reaccién en un microtubo estéril en hielo siguiendo las
instrucciones de la Tabla 2. La mezcla de reaccion puede ser utilizada para
amplificar moldes de ARN problemas, controles positivos y negativos. Preparar
suficiente mezcla para el nimero de reacciones deseado y mantenerla en hielo.

TABLA 2. Preparacion de la mezcla de reacciéon

COMPONENTE | concentracién Final | 20 i xn
10X High RT Reaction Buffer 1X 2l
100mM MgSO0, Solution* 3mM 0.6 pl
dNTP Mix, 10mM each** 0.2-0.5 mM de c/u 0.4-1pl
High RNase Inhibitor (40U/pl)" 10/l 0.5ul
Agua libre de nucleasas - Hasta 5 pl
Biotools High Retrotranscriptase - 0.5ul

* Utilizar 3mM como punto de partida
** Utilizar 0.5mM de c/u como punto de partida
* Opcional

5.-Dispensar 5 pl de la mezcla preparada (Tabla 2) en los viales de reaccion y
mantenerlos en hielo. Evitar la contaminacion cruzada durante la dispensacion.

6.-Agregar 15 ul de la mezcla ARN/primer desnaturalizada (Tabla 1) para alcanzar
un volumen final de reaccién de 20 pl por tubo.

7.- Cerrar los viales, mezclar su contenido y centrifugar brevemente.
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8.-Extensién: Incubar a 47°C durante 30 min. Para Random Primers incubar a
25°C durante 10 min y a continuacion 30 min a 47°C (ver sintesis de ADNc).

9.-Inactivacién: Inactivar la Biotools High Retrotranscriptase incubando la mezcla
de reaccion a 85°C por 5 min.

10.-Colocar los tubos en hielo. EI ADNc generado puede conservarse a 4°C durante
1-2 h o bien a -20°C por periodos méas prolongados.

11.-Para la amplificacion posterior por PCR o gPCR se recomienda comenzar con
un volumen aproximado de < 1/10 del volumen final de reaccion, aunque es
conveniente optimizar experimentalmente la cantidad de producto a utilizar.

6. SOLUCION DE PROBLEMAS

Bajo rendimiento de reaccién

1. Corroborar la cantidad y calidad del molde. Verificar la integridad del
ARN mediante electroforesis en gel de agarosa desnaturalizante, y la
cantidad por fluorimetria. Repurificar el ARN en caso de degradacion.

-Un exceso de ARN puede reducir el rendimiento de la reaccion.

-Concentracion de molde reducida o nula: Utilizar como molde ARNm
poly(A)+ a fin de incrementar la proporcién del ARNm de interés.

-Presencia de inhibidores en la muestra: Reducir el volumen de molde en
la reaccion; realizar una etapa de purificacion adicional (precipitacion con
etanol) o cambiar el método de purificacion utilizado.

-Asegurarse de que los reactivos y el material plastico utilizados se
encuentren libres de RNasas.

2. Contaminacion con RNasas. Proteger el ARN de la degradacion por
ribonucleasas durante la sintesis del ADNc incluyendo el High RNasa
Inhibitor en la mezcla de reaccién. Tener presente que el exceso de
algunos inhibidores puede interferir en la RT-PCR. Utilizar material plastico
libre de RNasas.

3. Problemas con los primers. Verificar el disefio del primer, las
condiciones de conservacion y la concentracion utilizada.
-Verificar que el primer especifico de secuencia pueda pegarse al ARNm
(complementario a la secuencia downstream del ARN).

-Redisefiar el primer especifico o seleccionar Oligo (dT) Primer o Random
Primers para la sintesis del ADNc.

-La concentracion de primer es muy baja. Incrementar la concentraciéon en
la mezcla de reaccion.

-Problemas con el anillamiento del primer. En caso de utilizar Oligo (dT)
Primer o Random Primers verificar que la temperatura y el tiempo de
incubacion seleccionados sean los idoneos.

4. Condiciones de reaccién no-6ptimas.
-Optimizar la concentracién de MgSO, la temperatura y el tiempo de
extension.
-Moldes de concentracion baja, con alto contenido en GC y/o estructuras
secundarias suelen requerir mayor tiempo de extensién: prolongar la
incubacién hasta 60 min. El rendimiento de reaccién puede incrementarse
realizando la transcripcion inversa a baja temperatura durante un periodo
de tiempo mas prolongado (<60 min).
-En caso de incluir una etapa de desnaturalizacion previa a la extension
asegurarse de no incorporar la Biotools High Retrotranscriptase ni el High
RNase Inhibitor durante el proceso.

5. Optimizar la concentracion de enzima. No utilizar mas de 0.5 ul de
Biotools High Retrotranscriptase para transcribir 1 pg de ARN total en un
volumen de reaccion de 20 pl. Para diferentes concentraciones de molde,
modificar la cantidad de enzima en la reaccion.

6. Ausencia de algun componente de reaccién. Incluir en todos los
ensayos un control positivo con una combinacion de molde/primer
previamente evaluada. Verificar la lista de reactivos y repetir el ensayo.

7. Programacion incorrecta del termociclador. Verificar que los tiempos y
temperaturas programadas sean los adecuados para el ensayo.

7. INFORMACION PARA PEDIDOS

Referencias

ST 10.081 10.082 10.091 10.092 10.061 10.062
High Retrotranscriptase 30 pl 55 pl 30 pl 55 pl 30 pl 55 ul

10 X High RT Reaction Buffer 1.8 ml 1.8 ml 1.8ml 1.8 ml 1.8ml 1.8 ml
100 mM MgSO, Solution 1.8ml 1.8ml 1.8 ml 1.8ml 1.8 ml 1.8ml

High Rnase Inhibitor (40U/ul) 1 x1000U 2x1000U 1x 1000U 2 x 1000U 1x1000U 2 x 1000U

dNTP Mix, 10 mM each 1x60pu  2x60pl  1x60pl 2x60p  1x60p  2x60ul

Nuclease Free Water 2x18ml 4x18ml 1x18ml 2x18ml 1x18ml 2x1.8ml
Oligo (dT) 35 Primer 1x30pug 2x30ug 1x30pg 2x30ug
Random Primers 1x30pg 2x30pg 1x30pg 2x30pg




